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基础 研究 


RNA 干 扰 抑 制 CD59 对 非 小 细胞 肺癌 GLC-P 细 肥 株 增殖 的 影响 
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摘要 :目的 运用 RNAi 技 术 抑制 CD59 基 因 的 表达 ,观察 其 对 非 小 细胞 肺癌 细胞 株 GLC-P 增 值 凋 亡 的 影响 。 方 法 合成 可 抑 


制 CD59 基 因 的 片段 ,并 运用 RNA 干扰 技 术 , 构 建 重组 质粒 ,通过 脂 质 体 转 染 法 将 重组 质粒 转 染 至 非 小 细胞 肺癌 细胞 株 GLC-P， 


并 往 选 出 稳定 表达 细胞 后 ,采用 PCR、MTT、ELISA 法 检测 该 稳定 表达 细胞 株 的 增值 凋 亡 所 受到 的 影响 。 结果 干扰 后 的 
GLC-P 细 胞 株 中 CD59 mRNA 表达 量 较 未 干扰 组 显著 降低 (P<0.05) ,同时 MTT ELISA 实 验 检测 显示 肺癌 GLC-P 细 胞 增殖 能 
力 降低 ,可 诱导 肺癌 细胞 的 凋 亡 。 结论 肺癌 患者 肿瘤 细胞 中 存在 CD59 高 表达 ,抑制 CD59 基 因 表达 的 同时 可 抑制 GLC-P 细 


胞 的 增殖 能 力 并 诱导 细胞 凋 亡 ,为 非 小 细胞 肺 瘤 的 靶 疝 治疗 提供 了 新 靶 点 .新 思路 。 
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Effect of RNA interference of CD59 gene on proliferation of non-small cell lung cancer 


cell line GLC-P in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the effect of CD59 gene inhibition mediated by RNA interference on the proliferation and 
apoptosis of non-small cell lung cancer (NSCLC) GLC-P cells in vitro. Methods Recombinant plasmids for RNA interference of 
CD59 gene were constructed and transfected into GLC-P cells via lipofectamine 2000. The stably transfected cells were 
examined with real-time RT-PCR, MTT assay and enzyme-linked immunosorbent assay to investigate the changes in cell 
proliferation and apoptosis. Results Compared with the control cells, the cells transfected with CD59-siRNA showed 
significantly decreased expression levels of CD59 mRNA (P<0.05) and significantly inhibited cell proliferation. Conclusions 
CD59 gene is highly expressed in NSCLC and RNA interference-mediated CD59 silencing can strongly inhibit the proliferation 
and induce apoptosis in GLC-P cells, which shed light on a potentially new target for targeted gene therapy of NSCLC. 
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肺癌 是 目前 人 类 死亡 最 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 , 近 几 
年 来 , 随 着 诊疗 手段 的 提高 与 多 样 , 虽 有 效 延长 了 患者 
的 生存 期 ,但 其 发 病 率 仍 逐 渐 呈 上 升 趋势 ,死亡 率 也 仍 
高 居 首 位 。 国 际 癌症 研究 署 (IARC) 相 关 报道 显示 :全 
球 每 年 约 有 120 万 新 增 的 肺癌 病例 ,有 110 万 人 每 年 死 
于 肺癌 ,其 中 非 小 细胞 肺癌 (NSCLC) 占 绝 大 多 数 , 约 
85%""。 因 此 提高 肺癌 的 治疗 手段 显得 尤为 重要 ,目前 
肺癌 除了 常规 的 治疗 手段 外 ,基因 靶 向 治疗 近 几 年 来 持 
续 成 为 研究 热点 。 补 体 调节 和 蛋白 在 促进 补体 免疫 攻击 
肿瘤 细胞 中 有 至 关 重 要 的 作用 。 许 多 研究 发 现 肿瘤 细 
胞 表面 常 高 表达 一 种 或 多 种 补体 调节 和 蛋白, 这些 补体 调 
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节 和 蛋白 可 能 帮助 肿瘤 逃避 有 效 的 免疫 攻击 ~。CD59 分 
子 是 补体 调节 蛋白 家 族 成 员 之 一 ,其 本 质 是 糖 基础 脂 相 
肌 醇 蛋白 ,具有 重要 的 免疫 功能 。 国 内 外 许多 文献 有 报 
道 在 胃 肠 道 癌 、. 卵 梨 瘤 .前 列 腺 瘤 .宫颈 癌 等 发 现 有 
CD59 的 高 表达 ,提示 CD59 与 肿瘤 的 恶性 生长 有 密切 
联系 中 。Ajona 等 在 NSCLC 中 实验 发 现 肺癌 细胞 比 
正常 的 肺 组 织 细 胞 均 高 表达 CD59。 本 研究 旨 在 利用 
RNA 干 扰 技 术 构 建 重组 质粒 抑制 CD59 分 子 的 表达 , 探 
讨 CD59 分 子 与 NSCLC 细 胞 株 GLC-P 增 殖 . 凋 亡 的 相 


1 材料 与 方法 
1.1 主要 实验 试剂 与 相关 仪器 

GLC-P 细 胞 株 ,RPMI 1640 培 养 基 ,10% 小 牛 血清 ， 
恒温 培养 箱 ,PSUPER 质粒 ,质粒 提取 试剂 盒 , 总 RNA 
提取 试剂 盒 , 限 制 性 内 切 酶 及 DNA 连 接 酶 ,lipofectine 
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2000, 高 速 低温 离心 机 ,PCR 引 物 , 酶 联 免疫 检测 仪 , 电 
泳 仪 (Bio-Rad Power PAC 200) ,荧光 定量 PCR 仪 
(CFX96) , 凝 胶 成 像 系统 (GelDoc 2000) , Cell Death 
Detection ELISA 试 剂 盒 。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 细胞 培养 将 肺癌 GLC-P 细 胞 株 置 于 含有 10% 小 
牛 血 清 的 RPMI 1640 培 养 基 中 ,并 置 于 37 % .5% CO;、 
饱和 湿度 细胞 培养 箱 恒温 培养 ,备用 。 

1.2.2 重组 载体 的 构建 及 筛选 鉴定 本 实验 以 PSUPER 
质粒 为 载体 ,该 质粒 有 Bgl 和 Hind 两 个 酶 切 位 点 , 双 酶 
Ya Site Ft CD59 SEA SER EE TIE 
接 , 形 成 重组 质粒 ,再 利用 酶 切 鉴定 是 否 连 接 成 功 ,筛选 
出 稳定 表达 的 重组 质粒 , 即 PSUPER-SiCD59 
(SiRNA-CD59)。 

1.2.3 转 染 GLC-P 细 胞 将 肺癌 细胞 GLC-P 按 细胞 浓 
度 5x10; 个 / 孔 接 种 于 标准 6 孔 板 中 ,加 入 RPMI 1640 培 
养 基 , 待 板 中 细胞 生长 至 70%~80% 融 合 后 ,根据 脂 质 体 
Lipofectamine™2000 操作 方法 ,将 PSUPER-siRNA- 
CD59 质粒 转 染 到 GLC-P 细 胞 中 ,同时 用 空 质粒 转 染 
GLC-P 细 胞 作为 对 照 组 ,未 做 任何 处 理 的 细胞 作为 正常 
对 照 组 。 

1.2.4 RT-PCR 测定 细胞 中 CD59mRNA 的 表达 水 平 按 
TRIzol 试剂 盒 分 别提 取 细 胞 系 GLC-P 正 常 细胞 组 ， 
siRNA-CD59 细 胞 组 及 空 质粒 组 的 总 RNA, 分 别 各 取 1 
ug RNA 道 转录 为 cDNA, 再 取 2 uL cDNA 以 CD59 的 
扩 增 引物 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 上 游 引 物 为 : 
3-AACCCAATCCTGTCAACA-5, F 游 引物 : 
3-AAGAAGACGACCACTGAG-5, 扩 增 条 件 :94 CH 
变性 3 min,94 C 30 s,56 C 1 min,72 延伸 1 min, 共 
30 个 循环 ,未 次 延伸 8 min。 男 以 GAPDH 为 内 参 , 扩 增 
结束 后 , 取 20 pL P SEE 0.5 hg/mL 溴 乙 锭 的 
1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 , 凝 胶 成 像 后 并 做 灰 度 
分 析 。 

1.2.5 MTT 比 色 法 检测 干扰 组 对 GLC-P 细 胞 的 影响 
分 别 收集 处 于 对 数 生长 期 细胞 系 GLC-P 的 正常 细胞 
组 siRNA-CD59 细 胞 组 及 空 质粒 组 细胞 ,吸管 吹 打 成 
单 细胞 悬 液 后 分 别 接种 于 96 孔 板 中 ,每 孔 80 uL eE 
液 ,细胞 培养 3~4 d 后 ,每 孔 加 MTT 溶 液 (5 mg/mL 用 
PBS 配 )8 pL, ARSE 4 ,终止 培养 后 1400 r/min 离心 
10 min。 小 心 吸 弃 培养 上 清 液 , 并 在 每 孔 中 加 入 100 pL 
DMSO ,振荡 15 min 后 使 结晶 融 解 ,选择 450 nm 波长 ， 
在 酶 联 免 疫 仪 上 测定 各 孔 光 吸收 值 ,记录 并 分 析 结 果 。 
1.2.6 ELISA 法 检测 各 组 GLC-P 细 胞 凋 亡 情况 分 别 
收集 相同 时 间 点 (培养 72 h) 细 胞 系 GLC-P 的 正常 细胞 
组 siRNA-CD59 细 胞 组 及 空 质粒 组 细胞 ,分别 用 胰 蛋 
白 酶 消化 ,PBS 绥 冲 液 洗涤 ,1500 r/min 离心 5 min, 取 沉 


淀 并 稀释 成 细胞 悬 液 , 取 含 1x10: 个 细胞 的 细胞 悬 液 ， 
1500 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 液 ,向 沉淀 中 加 入 200 pL 24 
胞 裂解 液 ,在 室温 (15~25 °C SFA 30 min 后 ,13 000 r/min 
离心 10 min, 取 上 清 为 样品 。 在 ELISA 反 应 板 内 ,每 孔 
加 入 20 由 待 测 样品 和 80 pL 新 鲜 配 制 的 免疫 反应 混合 
物 ( 含 抗 组 蛋白 抗体 和 抗 DNA 抗体 ) , LA 300 r/min Hie 
荡 1.5 h, 再 用 缓冲 液 洗 涤 3 次 ,加 100 4L 底 物 溶液 ,以 
200 r/min 振荡 5 min。 用 酶 标 仪 在 405 nm 处 对 样品 进 
行 检测 ,空白 对 照 在 490 nm 处 进行 检测 。 
1.3 统计 学 分 析 

所 得 数据 均 用 均 数 + 标准 差 表 示 , 运 用 SPSS 13.0 
统计 分 析 软 件 , 组 间 比 较 采 用 方差 分 析 , 两 两 比较 用 
SNK 法 ,P<0.05 认 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 PCR 结果 

RT-PCR 检测 结果 表明 ,siRNA-CD59 组 .正常 组 及 
空 质粒 组 GLC-P 细 胞 中 CD59 mRNA 的 相对 表达 量 分 
别 为 0.196+0.034、0.525+0.031 和 0.518+0.031, 按 a= 
0.05 水 准 ,siRNA-CD59 组 较 正 常 组 和 空 质粒 组 CD59 
mRNA 表达 量 显著 下 调 (P-0.00<0.05) ,差异 具有 统计 
学 意义 ;同时 ,未 受 干 扰 的 正常 组 与 空 质粒 组 相对 比 ， 
CD59 mRNA 表达 量 无 明显 差异 (P>0.05) ,差异 无 统计 
学 意义 。 结 果 可 以 得 出 :CD59 基因 经 外 来 RNA 干 扰 
后 ,CD59 mRNA 的 表达 受到 明显 抑制 。 
2.2 MTT 比 色 法 检测 经 RNA 干 扰 后 对 GLC-P 细 胞 增 
殖 的 影响 

MTT 检 测 结果 表明 ,siRNA-CD59 组 较 正 常 组 和 
空 质粒 组 细胞 增殖 能 力 明 显 降 低 LP<0.05, 表 1)。 
2.3 ELISA 法 检测 各 组 GLC-P 细 胞 凋 亡 情 况 

用 Cell Death Detection ELISA PLUS 检测 试剂 盒 
检测 不 同 组 GLC-P 细 胞 凋 亡 程度 ,从 本 实验 可 以 看 出 
相对 于 正常 组 和 空 质粒 组 ,干扰 组 明显 诱导 了 GLC-P 
细胞 的 凋 亡 (图 1)。 


3 讨论 

近 些 年 来 , 越 来 越 多 的 研究 表明 补体 调节 蛋白 作为 
补体 系统 中 重要 的 一 部 分 ,在 肿瘤 的 发 生发 展 过 程 中 起 
着 至 关 重 要 的 作用 ,其 机 制 可 能 与 诱导 肿瘤 细胞 逃避 机 
体 的 免疫 防御 及 免疫 攻击 有 关 "” 。 至 今 ,不 少 实验 研究 
逐渐 开始 将 肿瘤 的 治疗 方向 转向 补体 ,认为 补体 可 以 作 
为 一 个 新 的 药物 靶 点 突破口"。 更 多 人 研究 也 表明 : 补 
体 促 进 肿瘤 细胞 增殖 及 恶性 转移 的 一 个 很 大 原因 就 是 
因为 它 可 能 分 泌 了 某 种 有 利于 促进 肿瘤 细胞 生存 生长 
的 生长 因子 ", 阻 断 肿瘤 相关 性 补体 调节 系统 中 的 某 些 
计 号 通路 从 而 抑制 补体 调节 和 蛋白 的 表达 ,将 有 利于 抑制 


201712.00867v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


J South Med Univ, 2015, 35(6): 903-906 


ChinaXiv (ERAT 


* 905 + 


表 1 MTT 法 检测 各 组 细胞 不 同时 间 点 吸光 度数 值 


Tab.1 MTT assay of the cells at different time points in the 3 groups (absorbance value). 


Group 24h 48h 72h 96h 
siRNA-CD59 0.210+0.015* 0.258+0.014* 0.341+0.026* 0.365+40.022* 
Normal 0.225+0.029 0.33240.021 0.582+0.033 0.682+40.021 
Empty plasmid 0.220+0.011 0.322+0.029 0.574+40.028 0.663+40.014 
Inhibition rate 6.7% 22.3% 41.4% 46.5% 


Inhibition rate=(1-absorbance of siRNACDS59 group/absorbance of Normal group) x100%. 


*P<0.05 vs normal group. 


0.20 


0.00 


Blank 


图 1 ELISA 法 分 别 检测 3 组 GLC-P 细胞 的 凋 亡 情况 
Fig.1 ELISA for detecting cell apoptosis in the 3 groups. 


siRNA-CD59 Normal Empty plasmid 


肿瘤 细胞 的 增殖 及 恶性 转移 。 目 前 美国 FDA 已 经 逐渐 
批准 了 一 批 以 肿瘤 疫苗 .肿瘤 单 克隆 抗体 的 新 型 药物 ， 
这 些 药物 就 是 针对 某 些 补体 作为 新 靶 点 ”2 。 

目前 已 有 大 量 文献 报道 ,CD59 作 为 一 个 多 功能 的 
补体 蛋白 ,可 作为 肿瘤 干细胞 的 生物 标记 物 * 对 ,其 在 许 
多 种 肿瘤 中 都 有 高 表达 ,提示 CD59 的 高 表达 可 能 参 了 
机 体 对 肿瘤 的 免疫 应 答 ,并 促进 了 肿瘤 细胞 的 增殖 及 转 
移 。CD59 的 表达 调控 主要 表现 在 基因 转录 及 翻译 水 
平 ,基因 转录 调控 的 失调 在 某 种 程度 上 可 抑制 肿瘤 相关 
基因 的 表达 ,因此 对 基因 转录 水 平 的 干预 可 影响 肿瘤 增 
殖 及 恶性 转化 ,而 小 片段 RNA 分 子 通过 RNA 干 扰 技 
术 可 特异 性 地 与 机 体内 源 性 基因 相 结合 ,可 起 到 对 目的 
基因 的 沉默 作用 ,具有 高 效 性 及 高 特异 性 "” siRNA hY 
干扰 对 肿瘤 细胞 的 增殖 及 凋 亡 发 挥 着 重要 的 作用 ”。 

本 研究 由 在 利用 RNA 干扰 技 术 将 外 源 小 片段 干扰 
基因 导入 非 小 细胞 肺癌 GLC-P 细 胞 中 ,通过 下 调 CD59 
mRNA 的 表达 ,运用 RT-PCR、MTT 比 色 法 及 ELISA 法 
来 观察 其 对 GLC-P 细 胞 的 增值 . 凋 亡 的 影响 ,以 进一步 
人 研究 CD59 在 NSCLC 发 生发 展 中 的 作用 及 机 制 。 实 验 
结果 表明 ;经 RNA 干 扰 的 siRNA-CD59 组 GLC-P 细 胞 
中 CD59 mRNA 的 相对 表达 量 为 0.196+0.034, 而 正常 
组 和 空 质粒 组 CD59 mRNA 的 相对 表达 量 分 别 为 
0.525+0.031 #110.518+0.031, 可见 干扰 组 CD59 mRNA 


的 相对 表达 量 明显 降低 (P<0.05) ,说 明 CD59-siRNA 能 
够 在 基因 转录 水 平抑 制 目的 基因 CD59 的 表达 ,同时 ， 
MTT 实验 亦 发 现 低 表达 CD59 的 siRNA-CD59 组 
GLC-P 细 胞 的 增殖 能 力也 受到 明显 抑制 (P<0.05), 在 不 
同时 间 点 各 组 细胞 吸光 度 均 有 所 减低 ,差异 最 明显 的 位 
于 72h 和 96 h, 干 扰 组 细胞 增殖 能 力 较 正常 组 分 别 降低 
41.4% 和 46.5% ,抑制 效应 最 明显 ,而 正 浓 组 与 空 质粒 组 
间 无 明显 差异 (P>0.05) ,结果 说 明 CD59 基 因 的 沉默 可 
抑制 NSCLC GLC-P 细胞 的 增殖 。 利 用 Cell Death 
Detection ELISA PLUS 检测 试剂 盒 检测 不 同 组 GLC-P 
细胞 调 亡 程度 ,实验 结果 得 出 经 RNA F HÈ KS 
siRNA-CD59 2H HY Daos ERE 0.85 ,正常 细胞 组 及 空 质 
粒 组 Di 读数 分 别 是 0.51 和 0.54, 可 以 得 出 干扰 组 引起 
细胞 的 凋 亡 程度 分 别 是 正常 组 和 空 质粒 组 凋 亡 程度 的 
1.66 倍 和 1.57 倍 ,有 明显 差异 (P<0.05) ,提示 干扰 组 明 
显 诱导 了 GLC-P 细 胞 的 凋 亡 。 

本 实验 主要 研究 了 CD59 的 表达 对 体外 培养 的 人 
NSCLC 细 胞 株 GLC-P 的 体外 增殖 及 凋 亡 的 影响 ,成 功 
地 应 用 RNA 干 扰 技 术 , 以 质粒 为 载体 ,通过 重组 质粒 导 
入 外 源 性 干扰 基因 介 导 CD59 基 因 沉 默 ,发 现 CD59 基 
的 沉默 可 以 有 效 抑 制 NSCLC 细胞 株 GLC-P 的 增殖 
并 诱导 肿瘤 细胞 凋 亡 ,其 机 制 可 能 与 CD59 的 低 表 达 有 
关 , 说 明 CD59 的 高 表达 促进 了 NSCLE 细 胞 的 增殖 及 
恶性 转移 ,因此 抑制 CD59 的 表达 可 以 有 效 抑制 肿瘤 细 
胞 的 生长 。 

综 上 所 述 , 本 实验 利用 RNA 干扰 技术 抑制 CD59 
基因 的 表达 ,达到 了 抑制 NSCLC GLC-P 细 胞 增殖 的 目 
的 ,更 近 一 步 证 实 了 CD59 在 NSCLC 细胞 增殖 及 恶性 
转化 过 程 中 的 作用 ,也 为 针对 CD59 的 基因 靶 向 治疗 提 
供 了 进一步 的 实验 依据 。 随 着 RNA 干 扰 技术 的 广泛 应 
用 以 及 基因 治疗 的 深入 研究 , 靶 向 CD59 基因 对 
NSCLC 的 治疗 具有 广阔 的 临床 的 应 用 前 景 , 会 越 来 越 
多 的 应 用 到 临床 实践 中 。 


一 二 
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